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PatentansprOche: 

1. Verfahren zur kovalenten Bindung von biologlsch aktlven Verblndungen an substituierte 
Polyoxyalkylenglykole und ihre Monoalkoxyderlvate, dadurch gekennzelchnet, daB biologlsch 
aktivo Verblndungen an Thlolgruppen, primare Aminogruppen, Amidoximgruppen, 
Hydroxamsfiuregruppen oder KarbonsSurehydrazidgruppen enthaltende Polymere, abgeleitet 
yom Polymertyp der Polyoxyalkylenglykole oder Ihrer Monoalkoxyderivate, die in wSBrigen 
Ldsungen Im pH-Berelch von 2 bis 12 oder organlschen L6sungsmitteln beziehungsweise 
Ldsungsmittelgemischen aus organlschen LSsungsmltteln oder Gemlschen von wSBrigen 
Ldsungen und organlschen L8sungsmitteln bei Refiktionstemperaturen Im Bereich von 0°C bis 
150 e C im Verlaufe von 30 Minuten bis 8 Stunden, gegebenenfalls in Gegenwart eines 
saurebindenden Mittels oder einer Puffersubstanz, mlt bi- oder multifunktionellen 
Aktivierungsmitteln aktivlert werden, in wBBrlgen L8sungen, gegebenenfalls gepuffert oder In 
organlschen L8sungsmitteln, gegebenenfalls in Gegenwart saurebindender Mittel oder Gemischen 
aus wSBrigen L6sungen und organlschen L6sungsmitteln, die gegebenenfalls gepuffert oder mlt 
saurebindenden Mitteln versetzt sind oder Gemlschen organischer Ldsungsmittel, gegebenenfalls 
ebenfalls in Gegenwart von sSurebindenden Mitteln, im Verlaufe von 30 Minuten bis 12 Stunden 
bei Temperaturen von 0°C bis 1 50 a C kovalent gebunden werden und die Isolierung und Reinigung 
nach an sich bekannten Verfahren erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB als biologisch aktive Verblndungen 
Biokatalysatoren wie Enzyme, Mikroorganismen, tierische, pflanzliche und humane Zellen, 
Zellorganellen, synthetische Enzyme und Koenzyme oder biokatalytisch Inaktlve Proteine wie 
Antigene, Antikdrper, Wachstumsfaktoren, Blutgerinnungsfaktoren, Interferone, Hemoproteine, 
Albumlne, zuckerbindende Proteine oder In vitro hergestellte Konjugate aus Biokatalysatoren und 
biokatalytisch inaktiven Proteinen oder nieder- und hochmolekularo Effektoren wie Nukleinsfiuren, 
Bruchstflcke von Nukleinsfiuren, Koenzyme, Peptide, Haptene, Hormone, Vitamine, Pharmaka, 
Sauerstoff bindende, aktivierende und transportierende, synthetische Verblndungen sowie 

Aff initfitsliganden eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB als bi- oder multifunktionelle 
Aktivierungsmittel Dialdehyde, dlazotierte, aromatische Diamine, Diisocyanate, Diisobiocyanate, 
glelchzeitig Dlisocyanat- und Diisothiocyannatgruppen enthaltende Verblndungen, bisaktivierte 
Derivate von Oikarbonsfiuren wie SSurechloride, SSureazide und aktivierte Ester, Diepoxide, 
Chinone, Epihalogenhydrine, Karbodiimide, 2,4,6-Trihalogen-1,3,5-triazlne oder 
2-substituierte, 4»6-Dihalogen-1.3,5-trlazine eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3, dadurch gekennzelchnet, daB die Aktivlerungsreaktionen in 
organlschen L5sungsmltteln oder Gemlschen organischer Ldsungsmittel im Verlaufe von 

30 Minuten bis 6 Stunden bei Reaktlonstemperaturen von 20°C bis 80°C ausgefOhrt werden, bei 
SSuren frelsetzenden Aktivlerungsreaktionen In Gegenwart elnes saurebindenden Mittels. 
6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, daB die kovalente Bindung der 
blolorjisch aktlven Verblndungen in Pufferl6sungen mit pH-Werten von 2,0 bis 12,0 bei 0°C bis 60X 
im Verlaufe von 1 Stunde bis 12 Stunden erfoigt. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, daB die kovalente Bindung der 
biologisch aktlven Verblndungen In wSBrigen Ldsungen, Gemischen dieser mit organlschen 
hr^XT ~' or 8 an,8chen LOsungsmltteln oder Gemischen organischer Ldsungsmittel bei 0«C 
bis 100"C, bei SSuren frelsetzenden Reaktionen In Gegenwart einer Puffersubstanz oder eines 
saurebindenden Mittels, im Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden erfoigt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 und 6, dadurch gekennzelchnet, daB die kovalente Bindung von 
Biokatalysatoren, vorzugsweise von Enzymen, In organlschen Ldsungsmitteln oder Gemlschen 
organischer Ldsungsmittel, bei SSuren frelsetzenden Reaktionen in Gegenwart eines 
saurebindenden Mittels, bei 0°C bis 100T im Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden erfoigt. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 bis3,4.6und7,dadurchg9kennzeIchnet,daBalss8urebindendeMittel 
tertiare Amine, Heterocyclen mitendocyclischem, tertiSrem Stickstoffatom, Alkalihydroxide, 
Alkalikarbonate, Alkalialkoholate oder Alkallsalze kondensierter Aromaten und Heteroaromaten 
eingesetzt werden. 

: . Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzelchnet, daB als Biokatalysatoren Enzyme aus 
den Klassen der Oxidoreduktasen, Transferaseri, Hydrolasen und Isomerasen eingesetzt werden. 



-2- 287 950 



Anwendungsgeblet der Erf Indung 

Die Erflndung betrifft eln Verfahren zur kovatenten Blndung von blologlsch aktlven Verbindungon an substitulerte 
Polyoxyalkylenglykolo und Ihre Monoalkoxyderivate. Das Verfahren und die danach hergestellten Verbindungon kflnnen In dor 
Blotechnologle, Blochemle, Pharmazle und Medlzln angewendet werden. 



Charakteristlk des bekannten Standes der Technlk 

Makroraolekufare Verbindungon mil Amlnogruppen werden sehr oft und seiche mil Thiol-, Amldoxim-, Hydroxamaflure- oder 
Karbonsfiurehydrazldgruppen wenlger zur Immobllfslerung blologlsch akttver Verbindungon verwendet (Methods EnzymoL 
1988, 137, (Immobilized Enzymes and Cells], Pt. A-D, Ed. by K.Mosbach). In dleser Form kftnnen die mlt den genannten, 
funktlonellen Qruppen veraehenen MakromolekOle bel Immoblllslerungsreaktlonen allerdlngs nur elngesetzt werden, wenn 
reaktlve, hochaktlvierte Gruppen besltzende, blologlsch aktlve Verbindungon an die MakromolekOle kovalent gebu nden werden 
sollen. In der Regel werden bel Immoblllslerungsreaktlonen aber die makromolekularen Vorbtndungen mit den genannten, 
funktlonellen Gruppen vor der kovalenten Blndung der blologlsch aktlven Verbindungon aktlvlert, was prektisch bedeutet, dad 
die funktlonellen Gruppen der MakromolekOle In elnen solchen reaktlven Zustand OberfOhrt werden mOssen, daB elne 
VerdOnnungsreaktlon belder Komponenten erfolgen kann. 

In Amino-, Thiol-, Amldoxlm-, Karbonsfiurehydrazld - und Hydroxamsfiuregruppen* In letzteren Vorbtndungen kann als 
tautomere Form ebenfalls die Oxlmgruppe =NOH vorllegen- enthaltenden Verbindungon besltzen die funktlonellen Gruppen 
nukleophlle Elgenschaften, so dad die nukleophllen Substftutionsreaktlonen und auch verschledonartlgsten 
Additlonsreaktlonen zugfl ngllch slnd. Dlese Reaktlonstypen gehftren zu den grundlegenden Reaktlonen dor Synthesechemle, 
und aufdleseWelsekflnnen durch elne VIelzahl von VorknOpfungsreaktlonenvonzwel odor mehreron bekannten Verbindungon 
neue Verbindungon sy nthetlslert werden. Dlese Reaktlonsprlnzfplen werden auch zur Akttvlerung der zur Immoblllsie rung von 
blologlsch aktlven Verbindungon geelgneten, unlOslichen MakromotekOlo wie Zellulose, Sepharosen, Sephadoxo oder Poly- 
hydroxyethylmethakrylate angewendet Mit Vortell werden In dtesen Fallen aohr oft bl- bozlehungswelse multifunktionelle, 
nledermolekulare Aktivlerungsmfttet verwendet, well auf dloso Welse schon nach elnem Reaktlonsschrltt das MakromolekQI In 
aktlvlerter Form vortlegt. Unter den bl- oder muttifunktlonollen und zur Akttvlerung von MakromolekQIen geelgneten 
Aktivlerungsmlttoln slnd elne VIelzahl letcht zugflngllcher, chemlscher Reagentlen, die fOr elne Aktivierung In Frage kommen. 
Eintge wichtlge sMJzum 8elspiel Dialdehyde, aktlvierte Dlkarbonsfiurederlvate, aliphatlsche, durch Aktivierung reaktiv 
gemachte aromatlsche und hotoroaromatische Di halo gen Ida bozlehungswelse hSher halogenlerte Verbindungon und 
funktlonallslerte und gloichzoltlg reaktiv gemachte Diaminoverblndungen. 

In wfi&rlgen Ldsungen und organlschen Ldsungsmitteln lOsllche Polymer© vom Typ dor Polyoxyalkylonglykole unmd Ihrer 
Monoalkoxyderivate slnd fOr verschledene Anwendungsffilte von Interesse, vor allem In der Blotechnologlo und angewandton, 
medlzinlschen Forschung. Das setzt In jedem Falle auch die Funktlonatlslerung dleser Porymeren, am besten durch kovalente 
VerknOpfung, mit blologlsch aktlven Verbindungon vuraus. Dlese kovalente Bindung von blologlsch aktlven Verbindungon 
erfordert aber, daB zunfichst etnmal reaktlve Dertvate der genannten Porymeren vorllegen, die zu diesen 
VerknOpfungsreaktionen beffihlgt slnd. Die blsherbeschriebenen Methodon zur Aktivierung und Funktlonalislerung mit 
blologlsch aktlven Verbindungon der hydroxylgruppenhattlgen Polyoxyalkylenglykolo und der Monalkoxyderivate dleser 
Polymeron (Ufe Scl. r 1983, 33, 1467-1473) relchen fQr elne brerte Anwondung aber mlt Slcherhelt nlcht aus. Mft prlmfiren 
Amlnogruppen, Thtolgruppen, Amidoxlgruppen, Hydroxamsfiuregruppen oder Karbonsfiurehydrazidgruppon subslttulerte 
Derivate der Polyoxyalkylenglykolo und ihre gleichertlg substitulorton Monoalkoxyderivate stollon ebenso geolgnete Derivato 
dleser Polymeron dar, urn blologlsch aktive Verbindungon an ste kovalent zu blnden, zumal mlt diesen reaktiven Gruppen 
substitulerte Polymere dor gonannten Art aus den hydroxylgrupponhaltigen Ausgangspolymeren durch In dor Regel elnfache 
chemische Reaktlonen synthetislert werden kflnnen. 



Zlel der Erflndung 

Das Zlel der Erflndung besteht darin, blologlsch aktlve Verbindungon en mlt prlmfiren Amlnogruppen, Thtolgruppen, 
Amidoximgruppen, Hydroxamsfiuregruppen oder Karbonsfiurehydrazidgruppon substitulerte Polymere vom Typ der 
Polyoxyalkylonglykole und ihrer Monoalkoxyderivate nach Aktivierung der genannten, funktlonellen Gruppen kovalent zu 
blnden. Dadurch sollen modhlzierte, blologlsch aktive Verbindungon mlt brelton Anwendungsmogllchkeiten erhalten werden. 



Darlegung des Wesens der Erflndung 

Aufgabe dor Erflndung 1st es, mlt prlmfiren Amtnogruppend, Thtolgruppen, Amidoximgruppen, Hydroxamsfiuregruppen und 
Karbonsfiurehydrazldgruppen substitulerte Polyoxyalkylenglykolo oder Ihre ebonso substttuterten Monoalkoxyderivate In elne 
aktlvlerto Form zu Qberf Ohren und an diese aktivlerten Polymeron blologlsch aktive Verbindungon kovalent zu blnden. 
ErfindungsgemfiB wird das dadurch errelcht, daB prlmfire Amlnogruppen, Thtolgruppen, Amidoximgruppen, 
Hydroxamsfiuregruppen odor Karbonsfiurehydrazldgruppen ontKaltende Polymere, abgeloitet vom Typ der 
Polyoxyalkylenglykolo odor ihror Monoalkoxyderivate, In wfrCrfgen LOsungen Im pH-Berelch von 2,0 bis 1 2,0 odor organlschen 
Ldsungsmitteln bozlehungswelse Gomlschen organlscher Ldsungsmittel oder Gemlschon von wfiBrigen Ldsungen und 
organlschen Ldsungsmitteln boi Reaktionstemperaturen Im Berelch vo n 0°C bis 1 50 # C Im Vorlauf e von 30 Minuten bis 8 Stu nden, 
gegebononfalls In Gegenwart einer Pufforsubstanx oder eines efiureblndonden Mittels, mit bl- oder multif unktionellen 
Aktivierungsmitteln umgesetzt und aktiviort warden und an die aktivlerten Polymeren In wfiBrigen Ldsungen, die gegebenenf alls 
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gepuffert sind oder Gemlschen dleser mit organlschen Ldsungsmltteln Oder In organlschen Ldsungsmltteln oder In Gernlschen 
organlscher Ldsungsmlttel, In letzteren belden Fallen gegebenenfalfs in Gegenwart sfiureblndender Mlttel, lm Verlaufe von 
30 Mlnutenble 12 Stunden bel Tempe raturen von O'Cbla 160°C blologlsch aktlve Verblndungen kovalentgebunden warden. Als 
blologlach aktlve Verblndungen fOr die erflndungsgemfifie, kovatente BIndung an Polyoxyalkylenglykole und ihre 
Monoalkoxyderlvate werden nleder* und hochmolekulare Verblndungen el ngesetzt. Neben Ihrer hlologlschen Wlrksamkelt 1st 
f Or elne erf otgrelcho und stabile BIndung an die genannten Polymeren daa Vorllegen reaktlver, f unktloneller Gruppen zusfitzliche 
Voraussetzung. ErfindungsgemfiG werden blokatalytlsch aktlve Verblndungen wle Enzyme -bevorzugtsolche aua den Klassen 
der Oxldoreduktasen, Transferases Kydrolaaen und Isomerasen-Mikroorganlsmen, tlerlsche, pflanzliche und humane Zellen, 
Zellorganellen, synthetlsche Enzyme oder Koenzyme, eber auch blokatalytlsch Inaktlve Protelne wie Antlgene, Antlkflrper, 
Wachstumsfaktoren, Blutgerlnnungsfaktoren, Interferon^ Hemoprotolne, Albumlne und zuckerblndende Protelne wle die 
Lektlnelcovalent gebunden. Andere blologlsch aktlve Verblndungen, die den zuvor genannten Kategorlen nlcht 2ugeordnot 
werden kdnnen und die fOr elne kovalente BIndung an Polyoxyalkylenglykole und Ihre Monoalkoxyderlvate In Frage kommen, 
sind zum Betspjel NuklefnsBuren, BruchstOcke der Nuklelnsfiuren, Koenzyme, Peptide, Haptene, Hormone, Vitamlne, Pharmaka 
sowle Sauerstoff blndende, transportlernde und ektrvlerende, synthetlsche Verblndungen. 
Als bl- oder muttlfunkttonelle Aktlvlerungsmtttel (Or mlt prlmiren Amlnogruppen, Thlolgruppen, Amldoxlmgruppen, 
Hydroxamsfiuregruppen oder Karbonsaurehydrazldgruppen substltulerte Polyoxyalkylenglykole Und Ihre Monoalkoxyderlvate 
werden Dialdehyde, aromatlsche, dtazotlerte Diamine, Diisocanate, Dllsothlocyanate, S&urechlorlde, S&ureaztde, und aktlvlerte 
Ester von Dikarbonsauren, Dlepoxlde, Chlnone, Karbodilmlde, Eplhalogonhydrlne, 2,4,6-Trlhalogen-1 ,3,5-triezlne, oder 
2-substitulerteA6-Dihalogen-1 A5-trl82lne verwendet, wobel die Auswahl der bl- oder multlfunktlonellen AktMerungsmittel 
auch durch die ReaktlvltSt der substltulerten Polymeren bestlmmt wird. Die Aktivlerungsreaktlonen werdon vorzugswelse In 
organlschen Ldsungsmltteln ausgefQhrt und dann bel Reaktlonstemperaturen von 20 # C bis 80°C lm Verlaufe von 30 Minuten bis 
8 Stunden. Da bel elner Relhe von Reaktlonen Sfluren f relgesetzt werden, wird In dlesen Fallen In Gegenwart elnes 
saureblndenden Mittels gearbeltet, zum Belsplel elnem tertlSrem Amln, Hetrocyclen mlt endocycllschem, terltlfirem 
Stickstoffatom,Alkallhydroxlden,AlkaHkarbonaten,AlkallalkoholatenoderAlkalisalzenkondensierter 
Heteroaromaten. Die ebenfalls m8glichen Aktivlerungsreaktlonen mit elner Relhe bl- oder multif unktloneller Aktlvierungsmlttel 
in w§Brlgen Ldsungen werden bel sSurefretsetzenden Reaktlonen vorzugswelse In Gegenwart von Puffersubstanzen 
durchgefQhrt. 

Die Reaktlonen zur kovalenten Bindung der blologlsch aktiven Verblndungen an die aktivlerten Polyoxyalkylenglykole und ihre 
Monoalkoxyderlvate kdnnen In Abhlnglgkeit von der zu blndenden Komponente unter unterschtedlfchsten 
Reaktionsbedingungen ausgefQhrt werden. Elne bevorzugte Variante, vor allem (Or Protelne, besteht darin, dad die blologlsch 
aktiven Verblndungen In Puf ferldsungen mlt pH-Werten von 2,0 bis 12,0 bel O'C bis 60 'C lm Verlaufe von 1 Stunde bis 1 2 Stunden 
an die Polymeren kovalent gebunden werden. Elne andere bevorzugte Variante besteht darln, dafi die kovalente BIndung der 
blologlsch aktiven Verblndungen In wSBrigen Ldsungen, Gemlschen dleser mit organlschen Ldsungsmltteln, organlschen 
Ldsungsmltteln oder Gemlschen organlscher Ldsungsmlttel bel 0°C bis 100°C # bel S6uren frelsetzenden Reaktlonen In 
Gegenwart elnes saurebindonden Mittels, lm Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden erfolgt. Elne weitere erfindungsgemSBe 
Variante 1st dadurch gekennzelchnet, daS Biokatalysatoren und hlerbel vorzugswelse Enzyme, In organlschen Ldsungsmltteln 
oder Gemischen organlscher Ldsungsmlttel bel 0 # C bis 100 # C, bel Sfiuren frelsetzenden Reaktlonen In Gegenwart elnes 
saureblndenden Mittels, lm Verlaufe von 1 Stunde bis 10 Stunden kovalent an die substltulerten Polyoxyalkylenglykole und ihre 
Monoalkoyderfvate gebunden werden. Bel den Umsetzungen In organlschen Ldsungsmltteln gegebenenfalfs freigesetzte 
Sfiuren werden durch saurebtndende Mittel wle teritifire Amine, Heterocyclen mlt endocycllschem, tertifirern Stickstoffatom, 
Alkalihydroxlde, Alkalikarbonate, Alkallalkoholate, oder Alkalisalzen kondenslerter Aromaten und Heteroaromaten gebunden 
undneutrallsiert. 

FOr die Isolierung und gegebenenfalls erforderliche Relnlgung der an substltulerte Polyoxyalkylenglykole und ihro 
Monoalkoxyderlvate kovalent gebundonen, blologlsch aktiven Verblndungen stehen elne Vielzahl bekannter Methoden zur 
VerfOgung. Die mlt Biokatalysatoren oder mlt blokatalytlsch Inaktlven Proteinen modifizlerten Polymeren werden In der Regel 
aus den wfifirlgen Reaktfonsldsungen nach Methoden der Protelngewlnnung und Protelnrelnlgung zum Belsplel durch DIalyse, 
Ultrafiltration und Gefriertrocknung oder durch Ffiltungsreaktionen mit anorganlschen Salzen und organlschen Ldsungsmltteln 
Isollert Die dabel gewonnenen Produkte kdnnen durch chromatographlsche Methoden wle die Gel-, lonenaustauscher oder 
Af finitfitschromatographle welter gerelnigt werden. In organlschen Ldsungsmltteln Idstlche Reaktionsprodukte der 
Umsetzungsreaktlonen, besondere die Kopplungsprodukte von nledermolekularen, blologlsch aktiven Verblndungen mlt den 
substltulerten Polyoxyalkylenglykolen und Ihren Monoalkoxyderivaten, werden aus den Reaktlonsldsungen durch Verdampfen 
der organlschen Ldsungsmlttel, gegebenenfalls lm Vakuum oder durch Ffitlungsreaktlonen mlt anderen organlschen 
Ldsungsmltteln oder nach Versetzen der Reaktlonsldsungen mlt Wasser durch Extraktlon mlt (n Wasser nlcht Idstlchen oder 
mlschbaren, organlschen Ldsungsmlttel und Ausffilten aus dlesen Ldsungsmltteln Isollert Auch dfese Reaktionsprodukte 
kdnnen welter gerelnigt werdon, zum Belsplel durch Umffillen, Umkrlstallisleren oder mU Methoden der Chromatographic 
Mit Hilfe des erfindungsgemfiBen Verfahrens kdnnen elne Vielzahl blologlsch aktlver Verblndungen In elnfacher Welse an 
Polymere vom Typ der Polyoxyalkylenglykole und Ihrer Monoalkoxyderlvate kovalent gebunden werden. Durch die kovalente 
Bindung entstehen neue und stabile Derivate blologlsch aktlver Verblndungen. Sle besltzen fOr die praktlsche Anwendung 
vortellhafte Elgenschaften, da sie In der Regel sowohl in wfiBrlgen Ldsungen ats auch In organlschen Ldsungsmltteln Idslich 
sind. Dadurch ergeben sich brelte und verbesserte Anwendungsfelder dleser modifizlerten Polymeren In der Blotechnologle, 
Biochemle, Pharmazle und Medzin. Die Erflndung wird anhand von Betsplelen welter erlfiutert 
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Ausfflhrungsbelsplel 
Bolsptell 

1 g w.w^DImercapto-polyethylenglykol (MG 6000) In der Form seines Natrlumsalzes werden In 7 ml destllllertem Wasser geldst, 
und zu der Ldsung werden 1 0 ml Aceton iiigetropfi. Die Ldsung wlrd auf 6 # C bis 10*C abgekflhlt und tropfenwelse mlt elner 
acetonlschen Ldsung von 0,8g Cyanurchlorld In 6ml Aceton versetzt. Das Reaktlonsgemlsch wlrd 3 Stun den bel 
Umgebungstemperatur gerflhrt, danach mlt 26ml destllllertem Wasser versetzt und anschtleBend drelmal mlt |ewe!ls 15ml 
Chloroform extrahlert Das Chloroform wlrd verdampft, und zum festen RAckstanu werden 50mg In 0,1 molar em Boratpuffer 
vom pH-Wert 10,0 aufgeldste Penlcllllnacylase addlert. Nach dem Flltrleren wlrd die Ldsung 8 Stunden bel 
Umgebungstemperatur gerOhrt. Die Ldsung wlrd danach gegen destllllertes Wa9ser dlalyslert, durch Ultrafiltration auf 2 ml 
efngeengt und lyophfllslert. 

Betsplel2 

1 g w,wM>iamlno-poIyethylenglykol (MG 6000) werden In 1 0ml 0,05 molarem Phosphatpuffer vom pH-Wert 7,0 geldst Zu der 
Ldsung werden 0,3 ml 26%lger Glutaraldehyd addlert Die Ldsung wird 1 Stunde bel Umgebungstemperatur gerflhrt, und 
danach werden 10 mg Choleaterinesterase Inlyophillsierter Form zur Losung addlert. Das Reaktlonsgemlsch wird 5 Stunden bel 
4*C gerflhrt und anschtie&erid gegen destllllertes Wasser dlalyslert. Die resultlerende Ldsung wlrd durch Ultrafiltration auf 2ml 
efngeengt und lyophilfslert. 

Belsplel3 

Entsprechend Belsplel 2 wird das Enzym p-Lactamase kovalent gebunden, mlt der Ausnahme, dell eln 0,1 molerer 
Phosphatpuffer vom pH-Wert 6,4 verwendet wlrd und das dlalyslerte und elngeengte Reaktlonsgemlsch zur Isollerung und 
Reln^ung des modifizferten Enzyms auf elne mlt elnem Affinltatstr&gergefflllte Chromatographiesfiule aufgetragen und 
chromatographlert wird. 

Belsplel 4 

Entsprechend Belsplel 2 werden die Enzyme Cholesterlnoxldase und Lipase (aus Rhizopus arrhlzus) modifizlert, mlt der 
Ausnahme, daS w-Methoxy-w'-amino-poIyethylengfykol verwendet werden. 

Belsplel 6 

1 g des Bishydroxamsfluredet ivates des Polyethylenglykols (MG 6000) wird in 10ml 0,05 normeler Natrontauge geldst, mlt 1 ml 
Eplchlorhydrln versetzt, und daa Reaktlonsgemlsch wird 3 Stunden auf 80 # C erhltzt Nach dom AbkOhlen wlrd das aktivlerte 
Derlvat des Polyethylenglykols drelmal mlt Jewells 16ml Chloroform aus der wfiftrigen Losung extrahlert, das Chloroform wlrd 
verdampft # undzumfestenR0ckstandwerden10mgConcanavallnAaddiert,dasln10ml0,1 molarem Boratpuffer vom pH-Wert 
10,0 aufgeldst war. Die Ldsung wird 9 Stunden bel 30°C gerflhrt und danach gegen eln Calciumsalz und Zlnksatz enthaltendes, 
destilllertes Waeser dlalyslert. Die Ldsung wird danach auf 2ml efngeengt, und das modiflzlerte Concanavalln A wlrd durch 
Fallung mit Ammonfumsulfat Isollert 

Belsplel 6 

Es wird eln Reaktlonsgemlsch aus 1 g dea Blsamldoxlmderlvates des Polyethylenglykols (MG 6000) mit 1 ml 25%1gem 
autaraldehyd und 0,1 ml einer Suspension vom Mlkroorgantsmus Bacillus aubtillla In 20ml 0,1 molarem Phosphatpuffer vom 
pH-Wert 7,0 hergestellt, und die resultlerende Suspension wlrd 5 Stunden bel 4*C gerflhrt Die Suspension wlrd danach gegen 
destllllertes Wasser dlalyslert, und der Feststoff wlrd durch Zentrlfugallon von der Ldsung abgetrennt. Zur Isollerung des 
Feststoffes ohne DIalyse wird dieser mehrfach mit destllllertem Wasser gewaschen und zentrifugiert. 

Belsplel 7 

1 g w-Methoxy-w'-hydroxamsfiure-polyethylengrykol (MG 6000) werden In 20ml Chloroform geldst und 0,4 ml 
Tcjuendllsocyanat, aufgeldst In 6ml trockenem Aceton, werden zur Chloroformldsung addlert. Die Reaktlonsldsung wlrd 
1StundebelUmgebungstemperaturgerflhrtdana<toau^ 

Der ausgefallene Nlederschlag wird geaammelt, getrocknet und In dieser Form zu elner Enzymldsung bel 4*C addlert, die 
hergestellt wurde durch AuHflsen von CholInoxidaseoderChollneste™^ 

auf Umgebungstemperatur gebracht und 1 Stunde bel dieser Temparatur gerflhrt Danach wlrd gegen destilllertes Wasser 
dlalyslert, die Ldsung auf etwa 2m! eingeengt und lyophlllslert Der ROckstand wlrd durch Gelchromatographfa mlt 
Sephadex G50 welter aufgetrennt, urn die modlfizlarten Enzyme In relner Form zu erhatten. 

Belsplel 8 

1 g Poh/ethylengrykol-w^-dikarbonsaure-dihydrazld (MG 6000) wird gemelnsam mlt 0,5g Benzcchlnon In elnem 
Losungsmtaefgemlsch aus 15ml Chloroform und 10ml Aceton geldst Es werden 0,2g Kaliumkarbonat zur Ldsung addlert, und 
das Reaktlonsgemlsch wlrd 3 Stunden bel 60«C gerflhrt. Nach dem AbkOhlen wird eln fester ROckstand abfiltrlert, und die Ldsung 
wlrd auf 6ml eingeengt und mlt 60ml Petrolether versetzt. Der Nlederschlag wlrd abgetrennt, getrocknet undzu 20ml elnes 0,1 
molarem Boratpuffers vom pH-Wert 8,0, In dem 20mg Rinderserum-Albumln aufgeldst waren, addlert. Die Ldsung wlrd 
0 Stunden bel Umgebungstemperatur gerflhrt, danach gegen destflfiertes Wasser dlalyslert, auf etwa 2ml eingeengt und 
schlieBIIch lyophlllslert 
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1 gw-Methoxy V-mercapto-polyethylenglykol (MQ 6000) warden in 26ml Beruengelflst, und0.8g 2-Methdxy-4,6-dlchlor-U 6- 
trlazln und0 ( 6mlTrlethylamln werdemur Lflsung addlert. Das Reaktlonsgemlsch wlrd4 Stunden bel 80'C gerOhrt und nachdam 
AbkOhlon drelmal mit Jewells 20ml destlllertem Waaser ausgeschOttelt Die Benzenschlcht wlrd zur Trockne elngedampft, und 
zum Rucksland warden 10 ml 0,6 molarer Boratpuffervom pH-Wert 10,0 addlert, In dem 20mg Hemoglobin vom Rind aufgelost 
w«ron.DleL8sung^rd8 Stunden bel Umgebung 

U ThlltT dlf7 
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1 9 Imldazol, 1 g I w.W-Dlrnercapto-poryethylenglykol {MQ 6000) und 0.6 g Cyanurchlorld warden In 60ml trockenem Benzen 
geldst, und die Lflsung wlrd 3 Stunden bel Umgebungstemperatur gerOhrt. Die Ldsung wlrd filtriert, mit 20mg Lipase eus 
Rhhopus arrhlzusversetzt, und die Suspension wlrd 3 Stunden bel 60'C gerOhrt. Nach dem AbkOhlen wlrd ffltriert und das 
Benzen ImVakuum bel Normaltemperatur entfernt Der ROckstand wlrd In destllliertem Waaser aufgenommen und Ober elne 
SaKullert ■ S8ulechroma,0flra P hte ^ E| n b lototalytl«haktivea,modinzlertesUpasepraparatwlrdalser8teFraktlon vender 

BelspleMI 

'^t 0 *' d ." ^^^xyP^'hV'onBlykola (MQ 6000) werden zu 16ml frlseh destllliertem Dimathylformamld 

oddlert. in dem 0.3g Hemln und 1. 6g Imldazol aufgeldst waren. Nachdem alia Komponenten aufgelSat waren. wlrd die Losung 
aufelneTemperatarvon0»Cbla4^gebracht,undiurLflsungwlrdelneL»sungdiazotlertenBeiuldlnsaddlert.Da8 

. a "".Sf^J 50 « Wlrd au ' Un, 9ebungsternperaturgebracht und 2 Stunden gerOhrt. Danach wlrd das Reaktlonsgemlsch In 
76ml desti llertes Wasser elngetragen, und drelmal wlrd mit Jewells 20ml Benzen extrahlert. Die Benzenlfisung wlrd mit 
Natrlumsulfa getrocknet. auf 6 bla 10ml eingeengt und mit 76ml Petrolether versetzt. Der Niederaehlag des mit w-Methoxy- 
polyethylsnglykol modiflzlerten Komptexes aua Himin und Imldazol wlrd gesammelt und bel Umgebungstemperatur 
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Procedure for the kovalenten connection of biologically active 
connections to substituted Polyoxyalkylen glycols and their 
Monoal koxyderivate 

(55) procedure; kovalonte connection; Polyoxyalkylenglykole; 
biologically active connections; bi functional activating agents 

(57) the invention concerns a procedure for the kovalenten connection 
of biologically active connections to substituted 
Polyoxyalkylenglykole and their Monoal koxyderivate. 
Polyoxyalkylenglykole and their Monoal koxyderivate with primary amino 
groups, Thiolgruppen, Amidoximgruppen, groups of hydroxamic acids and 
Karbonsaeurehydrazidgruppen containing, function-hurried groups are 
transferred in a first reaction step with bi or multi-functional 
activating agents into activated polymers. In a second reaction step 
the kovalente connection of biologically active connections, for 
example of biocatalytically active or inactive proteins and more 
highly integrated systems is affected such as micro organisms to 
activate. Polymere one. The conversions are affected in aqueous 
solutions, organic solvents or mixtures lidfir, if necessary to 
presence of a acid-binding fund. The modified, biologically active 
connections are assigned in the biotechnology and medicine. 

Patent claims: t 

1. Procedure for kovalenten connection of biologically active 
connections to substituted Polyoxyalkylenglykole and their 
Monoal koxyderivate, thereby characterized that biologically active 
connections at Thiolgruppen, primary amino groups, Amidoximgruppen, 
groups of hydroxamic acids or Karbonsaeurehydrazidgruppen containing 
polymers, derived from the type of polymer of the 
Polyoxyalkylenglykole or their Monoal koxyderivate, which run in 
aqueous solutions in the pH range of 2 to 12 or organic solvents 
and/or Loes'ungsmittelgemi from organic solvents or mixtures of 
aqueous solutions and organic solvents with Refi ktionstemperaturen 
within the range of 0°C to 150°C in from 30 minutes to 8 hours, in 
presence of a acid-binding fund or a puffersubstanz, with bi or 
multi-functional activating agents are if necessary activated in 
aqueous solutions, if necessary buffered or in organic solvents, if 
necessary in Presence of acid-binding funds or mixtures from aqueous 
solutions and organic solvents, which are transferred with 
acid-binding funds if necessary buffered or or mixtures of organic 
solvents, if necessary likewise in presence of acid-binding funds, in 
run from 30 minutes to 12 hours at temperatures from 0°C to 150°C are 
kovalent bound and the isolation and cleaning are affected in actually 
well-known procedures. 

2. Procedure according to demand 1, by the fact characterized that as 
biologically active connections biocatalysts are inserted such as 
enzymes, micro organisms, livestock, vegetable and humane cells, 

zel lorganellen, synthetic enzymes and Koenzyme or biocatalytically 
inactive proteins such as antigens, anti-body, growth factors, blood 
clotting factors, interferons, Hemoproteine, albumins, sugar-binding 

Eroteins or into vitro manufactured Konjugate from biocatalysts and 
iocatalytically inactive proteins or down and high-molecular 
Effektoren such as nucleic acids, fragments of nucleic acids, 
Koenzyme, peptide, Haptene, hormones, vitamine, medicines, oxygen 
binding, activating and transporting, synthetic connections as well as 
affinity ligand. 

3. Procedure according to demand 1, by it characterized that as bi or 
multi-functional activating agents of di aldehyde, diazotierte, 
aromatic diamines, Diisocyanate, Diisobiocyanate, at the same time 
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Diisocyanat and Diisothiocyannatgruppen containing connections, 
to-activated derivatives of Di karbonsaeuren as saeurechloride, acid 
azides and activated esters, Diepoxide, Chinone, epihalogenohydrins, 
Karbodiimide, 2,4,6-Trihalogen-l,3,5-triazine or 2-substituierte, 
4,6-Dihalogen-l,3,5-triazine to be assigned. 

4. Procedure marked according to demand 1 and 3, thereby that the 
activation reactions in organic solvents or mixtures of organic 
solvents in run from 30 minutes to 6 hours at reaction temperatures 
from 20°C to 80°C are implemented, with acids setting free activation 
reactions in presence of a acid-binding fund. 

5. Procedure according to demand 1 to 4, by the fact characterized 
that the kovalente connection of the biologically active connections 
in buffer solutions with pH values from 2,0 to 12.0 runs with 0°C to 
60°C in from 1 hour to 12 hours been affected. 

6. Procedure according to demand 1 to 4, by the fact characterized 
that the kovalente connection of the biologically active connections 
in aqueous solutions, mixtures of these solvents organic with organic 
solvents, organic solvents or mixtures runs with 0°C to 100°C, with 
acids setting free reactions in presence of a puffersubstanz or a 
acid-binding fund, in been affected from 1 hour to 10 hours. 

7. Procedure according to demand 1 to 4 and 6, by the fact 
characterized that the kovalerrte connection of biocatalysts, 
preferably from enzymes, runs in organic solvents or mixtures of 
organic solvents, with acids setting free reactions in presence of a 
acid-binding fund, with 0°C to 100°C in been affected from 1 hour to 
10 hours. 

8. Procedure according to demand 1 to 3.4.6 and 7, by the fact 
characterized that as acid-binding funds tertiary amines, Heterocyclen 
with endocyclischem, tertiary nitrogen atom, alkali hydroxides, alkali 
carbonates, alkali alcohol ates or alkali salts of condensed aromatics 
and hetero aromatics are used. 

9. Procedure according to demand 1 to 8, by the fact characterized 
that as biocatalysts enzymes from the classes of the 
Oxidoreduktasen.Transferaseri , hydrolase and Isomerasen are used. 

Area of application of the invention 

The invention concerns a procedure for the kovalenten connection of 
biologically active connections to substituted Polyoxyalkylanglykole 
and their Monoalkoxyderl vate. The procedure and the connections 
manufactured thereafter can be used in dor biotechnology, 
biochemistry, pharmacy and medicine. 

Characteristics of the well-known state of the art 

Macromolecular connections with amino groups are used less very often 
and such with Thiol -, Amidoxim -, hydroxamic acid or 
Karbonsaeurehydrazidgruppen for the immobilization of biologically 
active connections (Methods Enzymol . 1988,137, [ immobilized of enzyme 
and Cells), Pt. A-D, OD by K. Mosbach). in this form referred to and 
the function-hurried the macromolecules provided with groups can be 
used with immobllisierungsreaktionen however only, if reactive, 
high-activated groups possessing, biologically active connections to 
the macromolecules kovalent to be bound to be supposed. Normally 
activated with immobilization reactions however the macromolecular 
connections with groups referred to and the function-hurried front 
kovalenten connection of the biologically active connections, which 
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means practically that the function-hurried groups of the 
macromolecules must be transferred into such a reactive condition that 
a dilution reaction of both components can be affected. 

in Amino -, Thiol -, Amidoxim Karbonsaeurehydrazld - and group of 
hydroxamic acids in latter connections the Oximgruppe = NOH can 
likewise be present as tautomfere form - containing connections 
possess the functional groups nukleophile characteristics, so that the 
nukleophilen substitution reactions and also most different addition 
reactions are accessible- These reaction types belong to the 
fundamental reactions of synthesis chemistry, and in this way new 
connections can be synthesized by a large number of linkage reactions 
of two or several well-known connections. These reaction principles 
are used also for the activation, of the unsolvable macromolecules 
suitable for the immobilization of biologically active connections 
such as cellulose, Sapharosen, Sephadexe or Poly 
hydroxyethylmethakrylate. With benefit in these cases bi and/or 
multi-functional, are very often used low-molecular activating agents 
because after a reaction step the macromolecule in activated form is 
in this way already present, under bi or multi-functional and for the 
activation activating agents suitable by macromolecules are a large 
number of easily accessible, chemical reagents, which are applicable 
for an activation. Some important s!.u for example di aldehyde, 
activated Dikarbonsaeurederivate, aliphatic aromatic and 
heteroaromatic Dihalogenide made reactively by activation and/or more 
highly connections and funktionalisierte and at the same time 
reactively made Diaminoverbindungen halogenierte. 

in aqueous solutions and organic solvents soluble polymers of the type 
of the Polyoxyalkylenglykolo unmd their Monoalkoxyderivate are for 
various application, medical research applied by interest, 
particularly in the biotechnology and. That presupposes the 
Funktionauesierunq in each case also this polymers, best by kovalente 
linkage, with biologically active connections. This kovalente 
connection of biologically active connections requires however that 
first of all reactive derivatives are present polymers referred to, 
which are qualified for these linkage reactions. The methods to the 
activation and Funktionauesierung with biologically active connections 
of the hydroxy! gruppenhalti gen Polyoxyalkylenglykole and the 
Monalkoxyderivato, described so far, this polymers (Life is, 
1983.33.1467-1473) are not sufficient for a broad application however 
with security, with primary amino groups, Thiol gruppen, 
Amidoxigruppen, groups of hydroxamic acids or 
Karbonsaeurehydrazidgruppen substituted derivatives of the 
Polyoxyalkylenglykole and their homogeneously substituted 
Monoalkoxyderivate represent just as suitable derivatives this to 

Eolymers, in order to bind biologically active connections to it 
ovalent, particularly since with these reactive groups substituted 
polymers of the kind referred to from the hydroxy I gruppenhalti gen 
output polymers can be synthesized by normally simple chemical 
reactions. 

A goal of the invention 

The goal of the invention consists of it, biologically active 
connections on with primary amino groups. Thiol gruppen, 
Amidoximgruppen, groups of hydroxamic acids or 

Karbonsaeurehydrazidgruppen substituted polymers of the referred to of 
the type of the Polyoxyalkylenglykole and their Monoalkoxyderivate 
after activation binding function-hurried groups kcvalent. Thus 
modified, biologically active connections with broad application 
possibilities are to be preserved. 
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Statement of the nature of the invention 

Task of the invention is it, with primary Aminogruppend, Thiolgruppen, 
Amidoximgruppen, groups of hydroxamic acids and 

Karbonsaeurehydrazidgruppen substituted Polyoxyalkylenglykole or its 
likewise substituted Monoalkoxyderivate into an activated form to 
transfer and to these activated polymers biologically active 
connections kovalent bind. According to invention by the fact it is 
achieved that primary amino groups, Thiolgruppen, Amidoximgruppen, 
groups of hydroxamic acids or Karbonsaeurehydrazidgruppen containing 
polymers, derived of the type of the Polyoxyalkylenglykole or their 
Monoalkoxyderivate, runs in w£2rlgen solutions within the pH range 
from 2,0 to 12.0 or organic solvents and/or mixtures of organic 
solvents or mixtures from aqueous solutions and organic solvents at 
reaction temperatures within the range of 0°C to 150°C in from 30 
minutes to 8 hours, if necessary in presence of a puf fersubstanz or a 
acid-binding fund, with bi or multi-functional activating agents is 
converted and activated and to activated polymers in aqueous 
solutions, those is if necessary buffered or mixtures the these with 
organic solvents or in organic solvents or into Gerni organic 
solvents, in the latters both cases in presence of acid-binding funds, 
in run if necessary from 30 minutes to 12 hours at temperatures from 
O'C to 150°C biologically active connections to be kovalent bound. As 
biologically active connections for connection according to invention 
and the kovalente to Polyoxyalkylenglykole and their 
Monoalkoxyderivate down and high-molecular connections are used. Apart 
from your biological effectiveness is for a successful and stable 
connection to polymers referred to being present reactive, 
funktloneller groups the additional condition. Biocatalytically active 
connections become according to invention such as enzymes - such from 
the classes of the Oxidoreduktasen, transferasen , hydrolase and 
Isomerasen Mikroorganlsmen, livestock, vegetable and humane cells, 
Zellorganellen, synthetic enzymes or Koenzyme prefers, in addition, 
biocatalytically inactive proteins such as Antlgene, anti -bodies, 
growth factors, blood clotting factors, interferons, Hemoprotoine, 
albumins and sugar-binding proteins like the Lektinefcovalent bind. 
Other biologically active connections, which cannot be attached to the 
categories specified before and which are for a kovalente connection 
at PolyoxyalKylenglykole and its Monoalkoxyderivate to be applicable, 
for example nucleic acids, fragments of nucleic acids, Koenzyme, 
Peptide, Haptene, hormones, vitamine, medicines as well as oxygen 
binding, transport! ernde and activating, synthetic connections, when 
bi or multifunKlionelle activating agents for with primary 
Amlnogruppen, Thiolgruppen, Amidoximgruppen, groups of hydroxamic 
acids or Karbonsaeurehydrazidgruppen become substituted 
Polyoxyalkylenglykole and its Monoalkoxyderivate di aldehyde, aromatic, 
diazotierte diamines, Dilsocanate, Dilsothlocyanate, saeurechloride, 
acid azides, and activated esters used of Dikarbonsaeuren, Dl epoxide, 
Chi none, Karbodilmide, Epihalogonhydrine, 

2 t 4,6-Trihalogon-l,3,5-triazine, or 2-substituierte, 4, 6-Oihalogen-l, 
3, 5-triazine, whereby the selection is determined bi or 
multi-functional activating agents also by reactivity substituted 
polymers. The activation reactions are implemented preferably in 
organic solvents and then at reaction temperatures from 20°C to 80°C 
in run from 30 minutes to 6 hours. Since with a set of reactions acids 
are set free, in these cases in presence of a acid-binding fund one 
works, for example a tertiary amine, Hetrocyclen with endocyclischem, 
teritiaerem nitrogen atom, alkali hydroxides, alkali carbonates, 
alkali alcohol ates or alkali salts of condensed aromatics and hetero 
aromatics. The likewise possible activation reactions with a row bi or 
multi-functional activating agents in aqueous solutions are preferably 
accomplished with acidl ess-setting reactions in presence of 
puf f ersubstanzen . 
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The reactions for the kovalenten connection of the biologically active 
connections to the activated Polyoxyalkylenglykole and their 
Monoalkoxyderivate can be implemented as a function of the component 
on most divergent reaction conditions, which can be bound. A 
preferential variant, particularly for proteins, consists of the fact 
that the biologically active connections in buffer solutions with pH 
values from 2,0 to 12.0 with 0°C to 60°C in run from 1 hour to 12 
hours at polymers are kovalent bound. Another preferential variant 
consists of the fact that the kovalente connection of the biologically 
active connections in aqueous solutions, mixtures of these solvents 
organic with organic solvents, organic solvents or mixtures runs with 
0°C to 100°C, with acids setting free reactions in presence of a 
saeurebindonden fund, in been affected from 1 hour to 10 hours. A 
further variant according to invention is characterized by the fact 
that biocatalysts and here preferably enzymes, in organic solvents or 
mixtures of organic solvents with 0°C to 100°C, with acids setting 
free reactions in presence of a acid-binding fund, in run from 1 hour 
to 10 hours kovalent to the substituted Polyoxyalkylenglykole and 
their Monoalkoyderivate are bound. With the conversions in organic 
solvents if necessary set free acids become by acid-binding funds like 
teritiaere amines, Heterocyclen with endocycli schem, tertiary nitrogen 
atom, alkali hydroxides, alkali carbonates, alkali alcohol ates, or 
bind for alkali salts of condensed aromatics and hetero aromatics and 
neutralizes. 

For the isolation and if necessary necessary cleaning to substituted 
Polyoxyalkylenglykole and their Monoalkoxyderivate bound, biologically 
active connections is available a large number of well-known methods 
kovalent. with biocatalysts or with biocatalytically inactive proteins 
modified polymers normally from the aqueous reaction solutions 
according to methods of tne protein production and protein cleaning 
for example by dialysis, ultrafiltration and freezing drying process 
or by precipitation reactions with inorganic salts and organic 
solvents are isolated. The products won thereby can by 
chromatographische methods like the gel -, ion exchangers or affinity 
chromatography to be further cleaned, in organic solvents soluble 
reaction products of the conversion reactions, the coupling products 
of low-molecular, biologically active connections with the substituted 
Polyoxyalkylenglykolen and their Monoalkoxyderivaten, are not 
particularly isolated from the reaction solutions by evaporation of 
the organic solvents, if necessary in the vacuum or by precipitation 
reactions with other organic solvents or after shifting the reaction 
solutions with water by extraction also in water soluble or mixable, 
organic solvents and losses from these solvents. Also these reaction 
products can be further cleaned, for example by falling down, 
recrystallizing or with methods of the chromatography. With the help 
of tne procedure according to invention can be bound a large number of 
biologically active connections in simple way to polymers of the type 
of the Polyoxyalkylenglykole and their Monoalkoxyderivate kovalent. 
From the kovalente connection new and stable derivatives of 
biologically active connections result. They possess favourable 
characteristics for practical application, since they are soluble 
normally both in aqueous solutions and in organic solvents. Thus 
spread and improved application fields result this modified polymers 
in the biotechnology, biochemistry, pharmacy and Madzin. The invention 
is continued to describe on the basis examples. 

implementation example 

Example 1 

1 g w, w'-Dimercapto-polyethylenglyko! (mg 6000) in the form of its 
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sodium salt in 7 ml distilled water are solve, and to that solution 
10ml acetone are course-dripped. The solution is cooled down to 5°C to 
10°C and shifted drop by drop with a acetonischen solution by 0,8q 
Cyanurchlorid in 5ml acetone. The reaction mixture is agitated 3 hours 
with ambient temperature, shifted after it with 25ml distilled water 
and extracted afterwards three times with in each case 15ml 
chloroform. The chloroform one evaporates, and to the firm arrears 
50mg in 0,1 molecular borate buffer are added by the pH value 10.0 
dissolved Penlcillinacylase. After filtering the solution is agitated 
8 hours with ambient temperature. The solution is dialysiert 
thereafter against distilled water, restricted and lyophilisiert by 
ultrafiltration on 2 ml . 

Example 2 

1 g wx Diamino polyethylene glycol (mg 6000} in 10 ml 0.05 molecular 
phosphate buffer from the pH value 7.0 are solve. To the solution 
0,3m I 25%iger Glutaraldehyd are added. The solution is agitated 1 hour 
with ambient temperature, and afterwards lOmg Cholesterinostomse in 
lyophlllsierter form are added for solution. The reaction mixture is 
agitated 5 hours with 4°C and dialysiert afterwards against distilled 
water. The resulting solution is restricted and lyophilisiert by 
Ultrafiltration on 2ml. 

Example 3 

According to example 2 the enzyme ss-Lactamase is kovalent bound, with 
the exception that 0.1 molecular phosphate buffers by the pH value 6.4 
one uses and the dialysierte and restricted Reaktionsgaml sch the 
isolation and cleaning of the modified enzyme on a chromatography 
column filled with a Affini tststrflger laid on and chromatographies 
becomes. 

Example 4 

According to example 2 the enzymes cholesterinoxidase and lipase (from 
Rhizopus arrhlzus) are modified, with that 

Exception that w-Methoxy-w' -ami no-polyethylene glycol are used. 
Example 5 

1 g of the Bishydroxamsaeuredeiivates of the polyethylene glycol (mg 
6000) is shifted solve in 10ml 0.05 of normal caustic soda solution, 
with 1 ml epichlorohydrin, and the Redktionsgemisch is heated up 3 
hours on 80* C. After the cooling the activated derivative of the 
polyethylene glycol is extracted three times with in each case 15ml 
chloroform from the aqueous solution, which chloroform evaporated, and 
to the firm arrears lOmg Concanavalin A are added, in 10 the m! 0,1 
molecular borate buffer by the pH value 10.0 was dissolved. The 
solution is agitated 9 hours with 30 °C and dialysiert afterwards 
against a calcium salt and a zinc salt containing, distilled water. 
The solution is restricted thereafter on 2ml, and the modified 
Concanavalin A is isolated by precipitation with ammonium sulphate. 

Example 6 

A reaction mixture is made of 1 q of the Bisamldoximderi vates of the 
Polyethyfenglykols (mg 6000) with 1 ml 25%igem Glutaraldehyd and 0.1 
ml a suspension by the microorganism Bacillussubtillis in 20ml 0.1 
molecular phosphate buffer by the pH value 7.0, and the resulting 
suspension is agitated 5 hours with 4°C. The suspension is dialysiert 
thereafter against distilled water, and the solid is separated by 
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Zentrif Ligation from the solution. For the isolation of the solid 
without dialysis this is washed several times and centrifuged with 
distilled water. 

Example 7 

1 g w-Methoxy-w'-hydroxamic acid-polyethylene glycol (mg 5000) solve 
in 20ml chloroform and 0,4ml Toluendiisocyanat , dissolved in 5ml dry 
acetone, will become the chloroform solution added. The reaction 
solution is agitated 1 hour with ambient temperature, restricted after 
it to for instance 5ml and finally shifted with 50ml dry ether. The 
failed precipitation was collected, dried and added in this form to an 
enzyme solution with 4°C, manufactured by Aulloesen water distilled of 
Cholinoxidase or chol inesterase in. The resulting solution is brought 
on ambient temperature and 1 hour at this temperature is agitated. 
Afterwards against distilled water one dialysiert, which lyophili siert 
solution on for instance 2ml restricted and. The arrears are continued 
to isolate by Gel chromatography a with Sephadex G50, in order to 
preserve the modified enzymes in pure form. 

Example 8 

1 g polyethylene glycol w.w' dikarbonsa'ure dihydrazid (mg 6000) is 
solved together witn 0,5g Benzochinon in a solvent mixture from 15ml 
chloroform and 10ml acetone. 0,2g potassium carbonate are added for 
solution, and the reaction mixture is agitated 3 hours with 50*C. 
After the cooling firm arrears are filtered off, and the solution is 
restricted to 5ml and shifted with 50ml petrol ether. The precipitation 
separated, dried and to 20ml 0.1 molecular of borate buffer from the 
pH value 8.0, in the 20mg cattle serum albumin dissolved were added. 
Dia. solution is agitated 0 hours with ambient temperature, dialysiert 
afterwards against distilled water, restricted on approximately 2 ml 
and finally lyophili siert . 

Example 9 

1 g w-Methoxy-w'-mercapto-polyethylene glycol (mg 5000) in 26 ml 
Benzen are solve, and 0.8 g 2-Methoxy-4,6-dichlor-l,3, 5-trlazln and 
0,5ml tri ethyl amine are added to the Laesung. The reaction mixture 
wlrd4 hours bal 80"C agitated and after the cooling three times with 
in each case 20ml destlliertem water out-vibrated. The Benzenschicht 
is evaporated to dry ones, and to the arrears 10ml 0.5 molecular 
borate buffer by the pH value 10.0 added, in the 20mg Hemoglohin of 
the cattle were dissolved. The solution is agitated 8 hours with 
ambient temperature, dialysiert, restricted afterwards against 
distilled water, and the arrears are isolated chromatographisch with 
the help of a column filled with Sephadex G50. The first Saeuleneluat 
contains the modified Hemoglobin. 

Example 10 

1 g imidazol, 1 g wA-Dimercapto-polyethylene glycol (mg 6000) and 0,6g 
cyanurchlorld are solve in 50ml dry Benzen, and the solution is 
agitated 3 hours with ambient temperature. The solution is shifted 
filtered, with 20mg lipase from Rnizopus arrhizus, and the suspension 
is agitated 3 hours with 60°C. After the cooling and the Benzen in the 
vacuum with standard temperature is filtered is removed. The arrears 
are raised in distilled water and chromatographiert over a Sephadex 
G50-Saeule. A biocatalytically active, modified Lipasepraeparat is 
eluiert as a first parliamentary group of the column. 

Example 11 
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1 g w'-Amidoximderivat of the w-Methoxy-polyethylene glycol (mq 5000) 
to 15ml freshly distilled di methyl formamide are added, in which 0,3g 
Hemin and l,5g imidazol were dissolved. After all components were 
dissolved, the solution is brought on a temperature from 0°C to 4°C, 
and added for solution a solution dlazotierten benzidine. The reaction 
mixture is brought on ambient temperature and 2 hours is agitated, 
afterwards the reaction mixture is registered in 75ml distilled water, 
and three times with in each case 20ml Benzen one extracts. The 
Benzenloesung is dried with sodium sulfate, restricted to 5 to 10ml 
and shifted with 75ml petrol ether. The precipitation with 
w-Methoxy-polyethylsnglykol modified complex from haemin and Imidazol 
is collected and dried with ambient temperature. 
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